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RESUMEN

INTRODUCCION: El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH) se ha
utilizado como terapéutica para enfermedades neoplasicas y benignas diversas, y es la
Ciclosporina uno de los inmunosupresores mas utilizados a nivel mundial para la
prevencién de la enfermedad injerto contra huésped en pacientes que reciben TCPH, en
especial posterior a que distintas investigaciones demostraran que su administracion, en
conjunto con metotrexato, resultaba en una reduccién de la incidencia y severidad de la
EICH aguda con un impacto positivo en la supervivencia.

OBJETIVO: Evaluar la utilidad clinica de la cuantificacion de la ciclosporina en los
pacientes pediatricos con trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.
METODOLOGIA: Se realizé la revision retrospectiva de la cuantificacion de niveles de
ciclosporina en 29 pacientes con trasplante de células progenitoras hematopoyéticas de
los cuales se excluyeron 11 pacientes en quienes no se identificaron datos clinicos del
post-trasplante.

Para el andlisis de estudio se incluyeron 18 pacientes pediatricos con trasplante de
células progenitoras hematopoyéticas de los cuales fueron 6 femeninos y 12 masculinos,
la mediana de edad fue de 9 afos con intervalo de 1 a 17 afios de edad.

RESULTADOS: Las dosis de ciclosporina administradas a los pacientes fueron
calculadas en mg por kg de peso por dia obteniéndose una mediana de 4.28 mg/kg/dia
con intervalos de 1.25 a 6.4 mg/kg/dia, sin embargo, estas dosis fueron siendo
modificadas segun el valor de la cuantificacion realizada por el laboratorio y el estado
clinico del paciente asociado a infecciones, enfermedad injerto contra huésped y a signos
y sintomas de toxicidad.

CONCLUSION: Los resultados de esta investigacién retrospectiva nos han permitido
realizar la descripcion del comportamiento de los niveles de la ciclosporina, los cuales sin
embargo tienen la limitante de ser mediciones personalizadas y no protocolizadas en sus
tiempos de cuantificacion. Sin embargo, podemos concluir que la cuantificacion de los
niveles de ciclosporina es fundamental para el postrasplante de células progenitoras
hematopoyéticas y para aquellas intervenciones clinicas que el médico pudiera realizar de

forma prematura.



MARCO TEORICO

ANTECEDENTES

El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas fue desarrollado hace ya mas de
50 afos inicialmente como tratamiento de lesiones por radiacion y posteriormente para
neoplasias hematoldgicas y linfoides diversas ™, teorizandose la restitucion total de las
lineas celulares sanguineas de los individuos con dichos padecimientos. Sin embargo,
desde su conceptualizacion hasta los avances que hoy se viven en el campo del
trasplante de células hematopoyéticas, han existido obstaculos inherentes a la
complejidad del proceso que hubieron de ralentizar su aplicacion clinica como la
conocemos hoy en dia. La médula Osea, el tejido del que se obtienen las células
progenitoras, no es un 6rgano sélido sino uno difuso y no directamente accesible ®. Tras
superar la barrera de su coleccion, cultivo y aplicacion al individuo afectado, el otro gran
problema es la capacidad de este tejido trasplantado de generar una respuesta inmune
propia que afecta de manera negativa el éxito del trasplante, lo que conocemos como
enfermedad injerto contra huésped.

En 1959, el Dr. Edward Donnall Thomas dio inicio a la aplicacion de los resultados
obtenidos desde una década atras en estudios animales para el tratamiento de leucemia
en humanos, convirtiéndolo en uno de los pioneros del procedimiento. El y sus colegas
reportaron en ese afio el caso de un paciente con leucemia en estadio terminal quien fue
tratado con irradiacion total seguida de la infusién de tejido de médula 6sea obtenida de
su gemelo idéntico, un trasplante singénico @. Con este procedimiento el paciente mostro
una remisién de 3 meses seguida de una recaida de la leucemia que concluyé en su
fallecimiento, pero dejando en claro como el trasplante de células progenitoras

hematopoyéticas (TCPH) constituia un horizonte terapéutico alentador aun por descubrir.

Sin embargo, fue con el descubrimiento del sistema de antigenos leucocitarios humanos
(HLA) en la década de los 60's que realmente pudo despegar la investigacion y
experimentacion en materia de trasplante de células progenitoras hematopoyéticas V. Los
genes de los distintos HLA se encuentran en el brazo corto del cromosoma 6 y

pertenecen al complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), una regiébn genémica de



aproximadamente 4 kb la cual representa una de las mas extensas y a su vez mas
estudiadas de todas. Se divide en tres regiones las cuales se denominan como clase |, Il
y lll. De estas regiones, la | y la Il son las encargadas de la codificacion de las moléculas
de HLA®),

Las moléculas del HLA clase | son las encargadas del reconocimiento de péptidos
(antigenos) sintetizados en el citoplasma celular, como en el caso de infecciones por
patdgenos intracelulares como los virus o en el caso de células cancerosas, las cuales
posteriormente presentan a los linfocitos TCD8+ (citotoxicos) y con ello generan una
respuesta inmune que termina con la lisis de la célula infectada ® ®,

Las moléculas del HLA clase Il por otro lado, tienen la funcién de presentar antigenos
exogenos, derivados de la fagocitosis de patdgenos extracelulares por las células
denominadas ‘presentadoras de antigenos’, las cuales expresan en su superficie estas
moléculas del HLA clase Il. Los patbégenos son entonces degradados y sus péptidos son
procesados y presentados a las células efectoras, en este caso, a los linfocitos TCD4+
(helper) @ ®),

Finalmente, las moléculas del HLA clase Il representan diversas proteinas involucradas
de igual manera en la respuesta inmune, pero que no tienen que ver especificamente con
la presentacién de antigenos. En esta regiobn gendmica, situada entre la | y la Il
encontramos genes para codificacion de citocinas como el factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa) y beta (TNFb), y proteinas como los factores C2 y C4 del complemento entre
muchas otras.

Es de suma importancia como se vera mas adelante, el saber que los genes del CMH se
heredan como haplotipos, lo cual acorde con la herencia Mendeliana clasica nos dice que

2 hermanos tienen 25% de posibilidad de tener HLA idénticos @,

Para la década de los 70’s, Thomas y sus colaboradores se dedicaron al tratamiento de
pacientes con leucemia avanzada utilizando la médula 6sea de sus gemelos idénticos, y
por lo tanto con HLA cien por ciento compatibles, tras la ablacion de la médula 6sea del
receptor con irradiacion total combinada con ciclofosfamida @ ® mostrando éxito en la
mitad de los casos reportados.

Fue también durante esta década que se observé y caracterizd la respuesta inmune que
generaba el tejido trasplantado sobre las células del receptor, tanto a nivel sistémico,

dando lugar a lo que se denominé como ‘enfermedad injerto contra huésped’, como en



contra de las células neoplasicas, dandose a conocer el fendmeno de ‘enfermedad contra
tumor’.

En 1979, el grupo liderado por Paul L. Weiden © realiz6 el estudio de 242 pacientes con
leucemia aguda quienes recibieron trasplante de médula 6sea, 46 de gemelo idéntico y
196 de hermanos haploidénticos, en donde se observd cémo los pacientes que
presentaron datos clinicos de EICH tuvieron una incidencia menor de recaida de la
enfermedad, reportandose a su vez una mayor incidencia de EICH y menor incidencia de
recaida en receptores de células de médula ésea de hermano no gemelo en comparacion
con los de gemelo idéntico ®, hallazgo consistente con la participacion fundamental del
HLA en la generacién de la respuesta inmune del injerto.

Todo este trabajo fue el fundamento del entendimiento del trasplante de células
progenitoras hematopoyéticas como lo conocemos en la actualidad.

CELULAS PROGENITORAS HEMATOPOYETICAS (CPH)

El sustrato y fundamento del trasplante de médula 6sea son precisamente las células
progenitoras hematopoyéticas, las cuales es preciso entender bajo el concepto de la
produccion constante y jerarquizada que sucede con cada linea celular sanguinea en la
médula désea hasta llegar a los productos celulares maduros que se encuentran en la
sangre periférica. Estas células sanguineas maduras entonces son el producto de
precursores menos diferenciados que se encuentran en el tejido de la médula 6sea. Estas
células precursoras a su vez descienden de células mas primitivas y, originalmente, de
una célula madre o célula “tronco” (stem-cell) hematopoyética, las cuales actualmente se
identifican por la expresion del antigeno CD34.

El CD34 es un antigeno de superficie que corresponde a una fosfoglucoproteina
transmembrana que, si bien desde su descubrimiento en 1984 se ha descrito como
marcador de células progenitoras hematopoyéticas, hoy en dia sabemos que se
encuentra también en la superficie de diversas otras lineas celulares, como lo son los
gueratocitos, las células satélites musculares, células intersticiales, células endoteliales,
células progenitoras epiteliales, y de manera importante también en precursores de
linfocitos B. Su funcién alin no se encuentra bien dilucidada pero tiene que ver con la
adhesion celular e inicio de procesos de diferenciacién, como lo demuestra el hecho de

gue su principal ligando es la Selectina-L . Con todo lo anterior, este antigeno de



superficie CD34 en el contexto del TCPH es clave para la identificacion, separacion y

cultivo de las células progenitoras hematopoyéticas en la médula 6sea o sangre periférica.

Todas las células madre, incluyendo las hematopoyéticas, tienen la capacidad Unica de
producir células “hijas” que retienen ciertas caracteristicas de la célula madre; no se
especializan y se renuevan a si mismas, lo que provee una fuente continua de
progenitores y asegura en todo momento la produccién de nuevas células sanguineas.
Incluso, una sola célula progenitora hematopoyética puede restablecer por completo el
sistema linfo-hematopoyético de un animal letalmente irradiado, como lo demostraron en
1996 Osawa y colaboradores. ©

De la misma manera, los tejidos que desarrollan células cancerosas poseen una
subpoblacién celular que funciona como células progenitoras o células madre, y que se
encargan al igual que en los tejidos sanos, de renovarse a si mismas y de preservar de
esta manera la produccién de células neoplasicas. Los tumores entonces derivan de
células progenitoras malignas que usualmente se originan de células madre
hematopoyéticas normales que cumplen con todas las caracteristicas descritas
anteriormente ©.

S6lo uno en un millén de blastos corresponde a una verdadera célula progenitora
hematopoyética, en relacion a su capacidad de renovarse y perpetuar la enfermedad.

TIPOS DE TRASPLANTE DE CELULAS PROGENITORAS HEMATOPOYETICAS
(TCPH)

Al clasificar las variantes que existen de trasplante de CPH se utiliza la relacién que
guardan las células del donador con las del receptor. Es asi como consideramos 4 tipos
de trasplante:

e AUTOLOGO: Si las células progenitoras se obtienen del mismo paciente.

e SINGENICO: Cuando la fuente de las células es un hermano gemelo homocigoto.

e ALOGENICO: Cuando la fuente de las células es un hermano consanguineo que

ha heredado ambos haplotipos de HLA idénticos a los del receptor (HLA idéntico

de donador relacionado)



e HAPLOIDENTICO: Cuando la fuente de las células es un pariente con HLA no

totalmente compatible. 19,

FUENTE DE LAS CELULAS PROGENITORAS HEMATOPOYETICAS

En la actualidad existen 3 fuentes de obtencién de las CPH; la médula ésea, la sangre

periférica y la sangre de corddn umbilical.

Médula Osea

Corresponde al primer sitio del que se obtuvieron células progenitoras hematopoyéticas
para trasplante. El tejido se obtiene mediante la puncién y aspiracion repetida de las
crestas iliacas posteriores del donador, bajo anestesia local o general, con una aguja de
aspiracion de calibre grueso.

La cantidad de tejido de médula 6sea que corresponderia a cada paciente para su
extraccion se calcula con base en el tamafio del receptor o donador (dependiendo de
quién sea mas pequefio), especificamente su peso corporal, ya que existe una cantidad
minima calculada con base en este pardmetro que asegura (0 aumenta la posibilidad de
manera considerable) el éxito del injerto de las células madre en el huésped. En el
nuestra institucion se obtienen entre 10-20ml/kg siendo la dosis celular 6ptima de 2.5 x
108 células nucleadas por kg de peso del receptor 19

La médula se filtra para extraer los fragmentos 6seos del tejido y se coloca en una bolsa
de plastico para su infusién. Esta suspension de células progenitoras hematopoyéticas se
infunde de la misma manera que se hace con cualquier otro hemoderivado y es asi como
se administran las CPH que cosechadas tanto de la médula 6sea como de la sangre
periférica.

La médula recolectada se administra al receptor en menos de 24hrs en la mayoria de los
casos. Por lo general el donador permanece hospitalizado para observacion por 12 horas
en lo que se recupera del efecto anestésico y se logra un adecuado control de sintomas
asociados al procedimiento como dolor, nausea, astenia, etc. 9

Si se requiere, las células cosechadas de la médula 6sea pueden congelarse y
conservarse para ser usadas posteriormente, incluso afios después, conservandose aen

adecuadas condiciones para su trasplante.



Este es el caso, por ejemplo, en los trasplantes autdlogos en donde se realiza una
cosecha de la médula 6sea del propio paciente en un periodo de remisién de la
enfermedad y él puede ser el receptor si mas adelante presentara una recaida. @

El otro caso de preservaciéon de CPH por congelacion lo vemos en los injertos obtenidos
de donantes de cordon umbilical, en las instituciones que fungen como bancos de cordén

umbilical para trasplantes alogénicos.

Sangre Periférica

Dado que las CPH se desprenden continuamente de la médula ésea, entran a la
circulacion, y regresan a ella, la sangre periférica es una fuente conveniente de obtencion
de células madre y ha reemplazado a la médula ésea tanto para el trasplante autélogo
como para la mayoria de los alogénicos.

Comparado con las CPH de la médula 6sea, las obtenidas de la sangre periférica con las
técnicas actuales producen una reconstitucion hematopoyética mas rapida. En el
trasplante alogénico, sin embargo, la suspensién que contiene las células madre
periféricas a su vez contiene mayor cantidad de linfocitos T que su equivalente derivado
de la médula 6sea, lo cual se ha visto que aumenta la incidencia y prolonga el tratamiento

de la enfermedad injerto contra huésped en su variante crénica V) (2),

Como se menciond anteriormente, el nimero de células hematopoyéticas periféricas se
estima con el uso del antigeno de superficie CD34 como marcador subrogado.

Las CPH se encuentran en una concentracion de solo 1%-10% de lo encontrado en la
médula 6sea, y correspondiendo a parte de la fraccibn mononuclear de la sangre
periférica.

El nimero de células CD34+ en la sangre periférica se puede aumentar movilizandolas
desde la médula 6sea con el uso de factor estimulante de colonias de granulocitos (G-
CSF). Estos factores son citocinas que producen una hiperplasia mieloide en la médula
Osea con liberacion de tanto de precursores granulociticos como de neutrdéfilos hacia la
circulacion y su uso principal es precisamente para recuperacidbn en pacientes con
neutropenia inducida por quimioterapicos. Sin embargo, se lleg6 a observar que al dia 4 o
5 de aplicacion, aumentaba también de manera considerable el conteo de células CD34+

circulantes.
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El mecanismo mediante el cual se logra aumentar la cantidad de CPH con el uso de estos
factores tiene que ver con el aumento en la produccion de proteasas derivadas de
neutrdéfilos. Estas proteasas entonces degradan las proteinas que anclan a las CPH al
estroma causando su liberacion hacia la sangre periférica %,

A este respecto, existe también un receptor en las células CD34+ denominado ‘Receptor
de Quimiocinas CXC 4’ (CXCR4) el cual interactua con una quimiocina denominada factor
1 alfa derivado de células estromales (SDF-1a) y promueve la adherencia de las CPH al
estroma. Con base en el conocimiento de este mecanismo se desarrolld6 una molécula
pequefia inhibidor reversible del CXCR4, la AMD3100. Esta molécula ha demostrado

potenciar la accion del G-CSF para la movilizacion de CPH hacia la sangre periféricas 4.

Con la optimizacion del procedimiento de cosecha de CPH de la sangre periférica se
pretende evitar el someter al donador a los riesgos que supone el uso de anestesia
general o espinal, a la morbilidad del procedimiento de aspirado de médula 6sea, a los
riesgos inherentes de la hospitalizacion, asi como al riesgo derivado de la exposicién a
productos sanguineos.

Es asi como este método de utilizacion de factores estimulantes para la movilizacion de
las células madre ha ganado terreno desde hace unos afios, desplazando en muchos
lugares a la cosecha directa de células de la médula 6sea como método principal de
obtencion de CPH. Su seguridad ha sido ampliamente revisada y actualmente no se han
encontrado desventajas que proscriban su utilizacién. Si bien, como se mencion6
anteriormente, los injertos de sangre periférica movilizada contienen mayor cantidad de
linfocitos que los obtenidos de médula 6sea y lo que ello implica en relaciéon a la
enfermedad injerto contra huésped, el efecto injerto contra leucemia y la reconstitucion

inmune del individuo trasplantado.

Con todo lo anterior, acorde con datos del Centro Internacional de Investigacion en
Trasplante de Sangre y Médula Osea (CIBMTR) para el afio 2016 %, en el 65% de los
TCPH haploidénticos realizados a nivel mundial, la fuente de las células progenitoras fue

la sangre periférica, comparado por ejemplo con un solo un 30% en los afios 90’s.
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Sangre de Corddn Umbilical

En octubre de 1989 se publicé en el New England Journal of Medicine un reporte de caso
de un nifio de 5 afios con diagndstico de anemia de Fanconi en quien se realizé el primer
trasplante de CPH de corddon umbilical, obtenidas de la hermana del paciente minutos
después de que la madre diera a luz, ya que previamente se habia realizado estudio
prenatal de compatibilidad de HLA en células de liquido amniético, demostrando un HLA
idéntico entre donador y receptor. Se realiz6 el procedimiento de trasplante y a los 90 dias
las células del paciente fueron indetectables. *®

Con este caso se demostr6 como las células madre obtenidas de cordon umbilical son
suficientes para la reconstitucion hematopoyética.

La sangre del cordon umbilical y de la placenta se recolecta inmediatamente después del
nacimiento y se congela, y como se mencioné anteriormente, puede durar afos
conservando células progenitoras viables, lo cual la convierte en un excelente recurso
cuando se requiere un trasplante de urgencia y no se cuenta con donadores disponibles.
Sin embargo, para lograr llevar a cabo un trasplante de células de cordén umbilical
exitoso se requiere de mas de un donador por paciente dado que el volumen que se
obtiene de cada uno es muy poco. Un estudio revelador en este aspecto, fue el llevado a
cabo por John E. Wagner y colaboradores " en 102 pacientes pediatricos con
enfermedades malignas y no malignas que recibieron TCPH de cordon umbilical de
donador no relacionado. En él se encontr6 que la dosis de células CD34+ fue el factor
principal y el mas significativo asociado al éxito del injerto, a menor mortalidad relacionada
a tratamiento y a mayor supervivencia siempre y cuando se cumplieran dos condiciones:
1) que fueran injertos no concordantes en no mas de 2 HLA y 2) que el injerto contuviera
por lo menos 1.7 x 105 células CD34+ por kilogramo de peso corporal del receptor. Ellos
recomendaron en ese entonces que la seleccién del injerto debe basarse en la dosis de
células CD34+ cuando existen mudltiples unidades de sangre de cordén umbilical no
relacionado con una disparidad de no mas de 2 HLA. @7

Posteriores estudios han demostrado de igual manera como el trasplante de CPH de
cordén umbilical requiere una concordancia menos estricta en el HLA del que se requiere
al utilizar otra fuente de células madre (médula ésea o sangre periférica) y de ello derivan
una desventaja y una ventaja. Al mostrar menos alorreactividad es menor la incidencia de
EICH aguda y cronica en pacientes con TCPH derivado de cordén umbilical sin perder

actividad injerto contra tumor. La desventaja se presenta en la forma de una mayor
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incidencia de infecciones como complicacion en el postrasplante de estos pacientes
debido a una mas lenta reconstitucion hematolégica e inmunoldgica.

El uso a nivel internacional de CPH derivadas de cordon umbilical ha mostrado una
tendencia a la baja en los Ultimos afios. Acorde con datos del Centro Internacional de
Investigacion en Trasplante de Sangre y Médula Osea (CIBMTR) para el 2009 se dio el
pico maximo en la utilizacién de esta fuente de células progenitoras representando un
48% del total de los trasplantes de donador no relacionado en pacientes menores de 18
afios. Sin embargo, en afios subsecuentes se observé un declive en esta proporcion
siendo para el 2016 (ultimo reporte) de sélo 28%. El primer lugar en esta categoria lo
ocupan los injertos de médula ésea con 50% y en cuanto a CPH derivadas de sangre

periférica, sélo un 21%. %

ACONDICIONAMIENTO PRE-TRASPLANTE

Previo a la realizacion del TCPH, el receptor debe someterse a una fase de
acondicionamiento, la cual tiene la intencion de eliminar las células de la médula 6sea del
paciente para poder después restituirlas con las CPH del donador sano por medio del
trasplante, reduciendo de esta manera el riesgo de rechazo del injerto. En enfermedades
malignas ademas el acondicionamiento tiene la finalidad de reducir en la medida de lo
posible la carga tumoral mediante la destruccién de las células neoplasicas.

Existen varias formas de lograr este acondicionamiento del paciente candidato a TCPH
mediante la combinacion de agentes quimioterapéuticos entre si o con radioterapia
concomitante.

Segun la intensidad con la cual se logran los objetivos previamente mencionados para el
acondicionamiento, los distintos regimenes utilizados se clasifican en 3 categorias, esto
acorde con las definiciones arrojadas en un consenso realizado en 2006 por el Centro
internacional para la investigacion del trasplante de médula ésea (CIBMTR) 8, las cuales

son: mieloablativo, no mieloablativo y de intensidad reducida.

El acondicionamiento mieloablativo se caracteriza por producir una pacitopenia profunda,
persistente y fundamentalmente irreversible, la cual requiere obligatoriamente de un
TCPH ya que de lo contrario resultaria fatal. Esto se logra generalmente con un esquema
de irradiacion total mas un agente alquilante, usualmente ciclofosfamida a altas dosis.

También se utiliza la combinacion de agentes alquilantes sin irradiacion, principalmente
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ciclofosfamida y busulfan. En enfermedades hematol6gicas malignas, las ventajas del uso
de irradiacion total a dosis de mas de 8 Gy (usualmente entre 12 y 16 Gy) son sus
propiedades inmunosupresoras, su efectividad en contra de las células neoplésicas y su

penetracion a sitios santuario. %

El acondicionamiento no mieloablativo por definicion es aquel que causa minimas
citopenias y que no requiere estrictamente de la infusion de CPH para la restitucion
posterior de la hematopoyesis ®. Este tipo de regimenes surgieron de la observacion de
la capacidad del injerto de ejercer una respuesta inmune en contra de las células
neoplasicas, el efecto injerto contra tumor. Por otro lado, aunque no se alcanza una
mieloablacién al grado del acondicionamiento a altas dosis, se logra una inmuno-ablacion
adecuada para lograr la expansion de las CPH injertadas, aunque requiriendo una dosis
mas altas de las mismas @%. Con este tipo de acondicionamiento se ha logrado realizar
TCPH en pacientes previamente considerados no aptos debido a comorbilidades que los
exponian a un alto riesgo de morbimortalidad con los regimenes mieloablativos. Ejemplos
de estos esquemas son el uso de irradiacion total a dosis menor a 2 Gy mas un analogo
de purinas, o la combinacion de ciclofosfamida con fludarabina.

Finalmente el acondicionamiento de intensidad reducida se define como aquel que no
cumple las caracteristicas de un régimen mieloablativo ni de un régimen no mieloablativo.
Esta categoria intermedia posee un rango variable y heterogéneo en cuanto a agentes y
dosis utilizadas. Difiere del acondicionamiento no mieloablativo en que producen una
pancitopenia prolongada y sostenida, que condiciona morbi-mortalidad si no se realiza
TCPH para su restitucion, pero que puede presentar reconstituciéon autéloga. A su vez
difiere del acondicionamiento mieloablativo en que utiliza 30% menos de dosis de

irradiacion o alquilantes. %

ENFERMEDAD INJERTO CONTRA HUESPED (EICH)
La enfermedad injerto contra huésped (EICH) es un proceso inmunoldgico que sucede

posterior a un TCPH en el que los linfocitos T infundidos se activan y desencadenan un

dafo en contra de distintos tejidos blanco del receptor. Actualmente constituye la segunda
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causa de mortalidad en el postrasplante de estos pacientes ?Y. Dentro de la fisiopatologia
de la EICH aguda se distinguen clasicamente 3 fases:

La primera fase conocida también como fase aferente tiene como evento desencadenante
el dafio a los tejidos ocasionados por el acondicionamiento, ya sea mieloablativo o no
mieloablativo, lo que deja al organismo en un ambiente proinflamatorio con extensa
liberacion de citocinas (IL-1, IL-6, TNF a), aumento en la expresion de antigenos de
superficie del complejo mayor de histocompatibilidad y moléculas de adhesién celular,
llevando a la activacion de las células presentadoras de antigenos. También ocurre dafio
al epitelio gastrointestinal con alteracion de la microbiota y liberaciébn de antigenos
bacterianos que favorecen el estado proinflamatorio generalizado.

La siguiente fase constituye la fase eferente. En este punto las células presentadoras de
antigenos interactian con los linfocitos T infundidos del donador presentandoles al
aloinjerto, con la subsecuente activacion y expansioén de estas células. Los linfocitos T
activados secretan interleucina 2 (IL-2) e interferbn gamma (IFN-y). La IL-2 controla y
amplifica la respuesta inmune activando mas linfocitos T y células NK.

Finalmente, el proceso se completa con la fase efectora, en la cual las células T activadas
(linfocitos T citotoxicos) del donador ejercen su efecto citolitico causando dafio a érgano
blanco, manteniendo y amplificando esta respuesta e involucrando mediante sefales
quimiotacticas a macréfagos, neutrofilos y células ‘natural killer’ (NK).

Se clasifica en agudo o crénico dependiendo si los sintomas aparecen dentro de los
primeros 100 dias posteriores al TCPH o después de 100 dias. Sin embargo, esta descrita
la persistencia de signos y sintomas correspondientes a EICH aguda mas alla de ese
punto de corte con o sin datos concomitantes de EICH crénica, con lo que se incluyeron
entonces los conceptos de sindrome de sobreposicion y de EICH aguda
persistente/recurrente respectivamente. ?9

Se han descrito ciertas caracteristicas presentes en el donador o el receptor que
aumentan el riesgo de padecer EICH posterior al TCPH. En el donador, como se
menciond previamente, el principal es la compatibilidad en el HLA. Otros mas son la
disparidad de género y la aloinmunizacion por multiparidad o transfusién de
hemoderivados. En el caso del receptor, la edad y el régimen de acondicionamiento
juegan un papel relevante. Sin embargo, la profilaxis con inmunosupresores recibida en el

postrasplante es el principal factor descrito. ®
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La triada clasica de afeccién clinica se manifiesta a nivel cutaneo, gastrointestinal y
hepatico. Sin embargo, otros érganos pueden ser blancos de esta condicién, de manera
especial el pulmén, reportandose desde neumonitis hasta hemorragia pulmonar masiva. ®
Acorde con la severidad de las manifestaciones clinicas por sistema, se le clasifica en
grados de afeccién del | al IV y su tratamiento se basa en el uso de corticosteroides y su

profilaxis con inhibidores de calcineurina y metotrexato como se revisara mas adelante.

TERAPIA INMUNOSUPRESORA POSTERIOR AL TRASPLANTE DE CELULAS
PROGENITORAS HEMATOPOYETICAS

Como se puede inferir de lo planteado anteriormente, los intentos tempranos de llevar a
cabo trasplantes de células progenitoras hematopoyéticas exitosos encontraban en el
rechazo al injerto y en la enfermedad injerto contra huésped sus mayores obstaculos, los
cuales en un inicio llevaron a muchos investigadores a perder la esperanza en que el
trasplante de médula ésea pudiera convertirse en recurso Util dentro de la medicina, y
aunque muchos otros descubrimientos han contribuido al desarrollo exitoso de esta
modalidad terapéutica sin lugar a dudas la introduccién de la Ciclosporina constituyé uno
de los mayores avances 2, manteniéndose hoy en dia como piedra angular en el
tratamiento y profilaxis de pacientes trasplantados.

Los distintos antigenos de histocompatibilidad que expresan en su superficie las células
del receptor de un TCPH son reconocidos como extrafios por los linfocitos T del donador.
Es entonces que estas células T se activan como resultado de este reconocimiento
antigénico, iniciAndose la respuesta inmunitaria correspondiente con activacion y
secrecion de citocinas como interleucina 1 (IL-1), interleucina 2 (IL-2), factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) e interferén gamma (INF-G), con lo cual inicia el proceso que da lugar

a la enfermedad injerto contra huésped (EICH) @3,

Dentro de la gran bateria de opciones farmacolégicas con que se cuenta en la actualidad,
diversos esquemas se han evaluado arrojando cada vez mayor informacion acerca de las
combinaciones eficaces, con perfles mas seguros, intervalos Optimos, etc. A
continuacién, se mencionaran de manera breve los farmacos utilizados en la actualidad y

su relevancia en el campo del TCPH.
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FARMACOS INMUNOSUPRESORES NO ESPECIFICOS

A este grupo pertenecen los coticosteroides. Estos farmacos corresponden a la primera
linea de tratamiento para la EICH aguda. Su mecanismo de accion es complejo y aliin no
bien caracterizado. Se ha demostrado su accidon inmunosupresora mediante la
disminucién en la transcripcion y traduccién de los genes que codifican para las diferentes
citocinas pro-inflamatorias como las mencionadas anteriormente en la fisiopatologia de la
EICH (IL-1, IL-2, TNFa, INF-G) ademas de actuar también sobre los linfocitos T

reduciendo su nimero y disminuyendo su activacion. ?®

La metilprednisolona es el agente clasico y de primera eleccion en el tratamiento del
EICH. La dosis inicial es de 2mg/kg/dia dividida en 2 dosis, si se nota progresion de la
sintomatologia se puede aumentar hasta 10mg/kg/dia ?% aunque el beneficio real de estas
altas dosis de esteroide no estd completamente demostrado. El tratamiento
habitualmente dura de 7 a 14 dias. La respuesta completa se presenta en menos del 40%
de los pacientes ®. Posteriormente ya que se observa respuesta al tratamiento de inicia
su descenso gradual cada 4-7 dias 9. Dosis mas altas sélo incrementan el riesgo de
infeccion y los efectos secundarios. La metilprednisolona no se debe suspender hasta que
todos los signos y sintomas clinicos de EICH desaparezcan. En el EICH gastrointestinal,
la budesonida oral puede darse de manera conjunta con la metilprednisolona. 3

En cuanto a falla del tratamiento se distinguen dos situaciones clinicas. La primera se da
cuando los sintomas avanzan a pesar de un tratamiento a dosis adecuadas y a la que se
le conoce como falla verdadera. La segunda situacion ocurre cuando existe una
dependencia al uso del esteroide, es decir, la enfermedad recidiva al momento de la
suspension de estos. El pronéstico a largo plazo en el primer escenario que en el

segundo.

Como es bien sabido, los esteroides sistémicos presentan una amplia gama de efectos
secundarios de gran relevancia clinica y que son dependientes de la dosis y la duracion
del tratamiento. El sindrome de Cushing, hiperglucemia, hipertensién, osteoporosis,
psicosis, necrosis aséptica del hueso, gastritis, miocardiopatia hipertréfica, formacion de
cataratas por mencionar algunos. Pero sobre todo, y en el contexto del TCPH, le confieren

al paciente una susceptibilidad aumentada a infecciones.
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El metotrexato es un antagonista de acido folico. Actia mediante la inhibicion de la
enzima dihidrofolato reductasa que convierte el &cido félico en tetrahidrofolato. El
tetrahidrofolato tiene la funciéon de transferir grupos carboxilo individuales que son
utilizados para la sintesis de purinas y timidilato. Eventualmente, el metotrexato
interrumpe la sintesis normal de nucledtidos. En este respecto, los linfocitos son
relativamente mas susceptibles a la acciéon del metotrexato debido a que en ellos existe
una sintesis intracelular mas prominente de poliglutamato, lo cual constituye una via
sinérgica ya que este metabolito también ejerce un efecto inhibitorio directo de la
dihidrofolato reductasa. En el contexto del tratamiento de la EICH el metotrexato puede
entonces reducir la proliferacion de las células T activadas. ?®

Los efectos adversos mas comunes del metotrexato son: dafio a la mucosa
gastrointestinal y oral, toxicidad hepatica y toxicidad renal. En caso de toxicidad aguda
acorde con la gravedad del cuadro, su tratamiento va desde rescates con altas dosis de
acido folinico hasta la hemodialisis. ?®

El metotrexato clasicamente se administra de forma intravenosa a 15mg/m2 el dia +1, y a
10mg/m2 en los dias +3, +6 y +11 del TCPH, en combinacién con ciclosporina 4 10,

FARMACOS INMUNOSUPRESORES ESPECIFICOS DE CELULAS T

La ciclosporina por su mecanismo de accién pertenece a la familia de los inhibidores de
calcineurina. Es una sustancia extraida del hongo Hypocladium inflatum gams la cual
bloguea la transcripcion de genes especificos de citocinas inflamatorias en las células T
activadas. La ciclosporina se une a la ciclofilina, una enzima peptidil-prolil cis-trans
isomerasa involucrada en el plegamiento de proteinas, formando el complejo citosdélico
ciclosporina-ciclofilina que inhibe la actividad fosfatasa de la calcineurina, lo cual impide la
desfosforilacion y subsecuente traslocaciéon del factor nuclear de células T activadas
(NFAT) con lo que no ocurre la transcripcién de genes de diversas citocinas expresadas
en los linfocitos T activados. Mas auln, la ciclosporina bloquea la activacion de la
sefializacién llevada a cabo por la Jun cinasa N-Terminal (JNK) y el p38 interrumpiendo
asi la cascada molecular desencadenada por el reconocimiento antigénico, por una via
calcio independiente, lo que hace a la ciclosporina un inhibidor altamente especifico de la

activacion de células T @3 @5),
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En cuanto a efectos adversos, la ciclosporina presenta nefrotoxicidad dosis dependiente
asociada a vasoconstriccion de la arteriola aferente e isquemia ?®. Esta nefrotoxicidad es
potenciada por el uso de medicamentos como aminoglucésidos o anfotericina B, los
cuales son utilizados frecuentemente en el postransplante de CPH para tratamiento de
infecciones secundarias a la propia inmunosupresion 9,

Se ha reportado neurotoxicidad con una incidencia variable entre 20%-40% en TCPH
siendo lo mas comin manifestaciones leves como temblor (el principal), agitacion,
insomnio, ansiedad, cefalea y disestesias ?”. La toxicidad severa al sistema nervioso
central se reporta en 4% a 11% de los pacientes y se manifiesta como alucinaciones,
confusion, afasia, ataxia, ceguera cortical, crisis convulsivas y paresia piramidal. Se ha
visto que esta neurotoxicidad no es dosis dependiente, por lo que puede ocurrir tanto a
dosis terapéuticas como supraterapéuticas ©@®, siendo importante vigilar datos
neuroldgicos en todo paciente recibiendo ciclosporina.

Otros efectos secundarios comunes con el uso de la ciclosporina son hipertensién arterial
sistémica, hiperglucemia, dislipidemias, hirsutismo, hipertrofia gingival e incluso
microangiopatia trombdtica .

Debe considerarse siempre que la ciclosporina es un potente inductor de enzimas del
complejo de la citocromo p450 hepética y puede interactuar con medicamentos como el
voriconazol.

La profilaxis estandar para la EICH incluye la combinacién de ciclosporina con un curso
corto de metotrexato como descrito anteriormente. La dosis es de 3mgkgdia dividido en 2
dosis por via intravenosa iniciando el dia +1. Al contar con la via oral se puede realizar el
cambio incrementando la dosis a 6mgkgdia ‘9 o lo correspondiente al doble de la via
intravenosa debido a las diferencias en la farmacocinética de su absorcion. Requiere de
monitorizacién para la realizacion del ajuste apropiado de dosis.

El objetivo terapéutico de los niveles séricos de ciclosporina varia segln protocolos
nacionales, regionales o institucionales. Acorde con las recomendaciones de la European
Society for Blood and Marrow Transplantation y la European LeukemiaNet del 2014 el
rango de concentracion terapéutica 6ptima es de 200-300 ng/mL durante los primeros 21
a 28 dias, y de 100-200 ng/mL por 90 dias si no hay datos de EICH @9, En nuestra
institucion lo referido en el protocolo vigente menciona una concentracién blanco entre

250-400 mcg/L con administracion por 6 meses 19,
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El tacrolimus (FK506) comparte muchas de sus caracteristicas con la ciclosporina. Se
trata también de un inhibidor de la calcineurina y de su via de sefalizacién intracelular,
por lo que sus efectos a nivel inmunolégicos son muy parecidos. Es derivado del hongo
Streptomyces tsukubaensis y su farmacodinamia consiste en la unién con la proteina 12
de unién a FK (FKBP12), con la cual forma un complejo que inhibe a la calcineurina y
evita la desfosforilacién y traslocacion nuclear del NFAT @0,

Su perfil de toxicidad es también similar al de la ciclosporina, siendo el efecto adverso
mas comun la nefrotoxicidad de la cual se han reportado incidencias que van desde 43%
hasta 74%. G 2

Otros efectos secundarios incluyen hiperglucemia, hipertension arterial sistémica, diarrea,
anorexia, nausea, vomito, dolor abdominal, cefalea y microangiopatia trombética 2.

La dosis para efectos profilacticos es de 0.03 — 0.04 mg/kg/dia como infusién continua y al
contar con la via oral se realiza el cambio administrando 0.15 mg/kg/dia en dos dosis
divididas. Las concentracion deseada en sangre total se encuentra en el rango de 10 — 30
ng/mL G0,

El sirolimus o rapamicina es una lactona macrociclica producida por el hongo
Streptomyces hygorscopicus con propiedades inmunosupresoras y antiproliferativas
utilizada hoy en dia como tratamiento de una gran variedad de padecimientos.

Su mecanismo de accién involucra su unién con la proteina 12 de union a FK (FKBP12),
el mismo sustrato que el tacrolimus, sin embargo este complejo no inhibe a la calcineurina
sino que tiene como diana al mMTOR (mammalian target of rapamycin) una proteina cinasa
que regula la traduccién del mRNA y por lo tanto la sintesis proteica fundamental para la
division y proliferacion celular ¢2,

El sitio de unién en la proteina FKBP12 también es distinto al del tacrolimus, de ahi que
se ha demostrado sinergia con el uso conjunto de ambos agentes como profilaxis para
EICH ya que el complejo Sirolimus-FKBP12 no utiliza la via de calcio-dependiente de la
calcineurina para ejercer sus efectos inmunosupresores. ¢

Ademas, se han demostrado otros efectos potencialmente benéficos del uso de sirolimus
en el postrasplante de CPH, de los principales su efecto promotor de la expansion de
linfocitos T reguladores, con lo cual se teoriza la conservacion del efecto injerto contra
leucemia del que es responsable esta subpoblacién linfocitaria, mientras se inhibe la
proliferacion de los linfocitos T citotoxicos involucrados en la EICH. El sirolimus también

presenta actividad antineoplasica, propiedades antifibréticas y antiproliferativas, una
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disminucion en la reactivaciéon de virus latentes (CMV principalmente), bloqueo del
proceso de presentacion de antigenos y minima nefrotoxicidad y hepatotoxicidad. ¢

La toxicidad reportada para sirolimus incluye dislipidemias, citopenias reversibles, retraso
en la cicatrizacion de heridas (dada su accion antifibrética) e incluso neumonitis intersticial
(3, Se requiere ademas estrecha vigilancia de datos clinicos de microangiopatia
tromboética y de sindrome de oclusién sinusoidal, los cuales presentan una incidencia

mayor con el uso de sirolimus. ¢

Otro farmaco es el micofenolato, un inhibidor de la inosina monofosfato deshidrogenasa.
Esta es la enzima limitante en la sintesis de novo de nucleédtidos de guanosina 3. La
inosina monofosfato deshidrogenasa (IMPDH) se presenta en dos isoformas
denominadas IMPDH tipo | y tipo II. El acido micofendlico, que es el metabolito activo del
mofetil micofenolato, ejerce una inhibicion 5 veces mayor hacia la IMPDH tipo Il que hacia
la IMPDH tipo I. Los linfocitos T activados expresan la isoforma tipo Il mientras que el
resto de las células de un individuo expresan la tipo | . De ahi que el efecto citostatico
del micofenolato sea preferentemente hacia las células T, derivando en un efecto
inmunosupresor selectivo.

Ademas de este efecto especifico, el micofenolato ejerce una accién protectora del injerto
que deriva de la depleciébn de guanosina a dos niveles distintos: 1) disminuye la
produccién de moléculas de adhesion al suprimir su glucosilacién, con lo cual se reduce la
quimiotaxis de linfocitos y macré6fagos a los sitios de inflamacion; 2) disminuye la
expresion de la isoforma inducible de la 6xido nitrico sintasa (INOS) al depletar al
organismo de tetrahidrobiopterina, un cofactor esencial para su sintesis. Al no expresarse
la INOS en los linfocitos, no existe sintesis de 6xido nitrico a partir de la arginina y se
reduce el dafio por peroxinitrito en los sitios de inflamacién 9,

Sus efectos adversos incluyen neutropenia, hiper o hipotensién, dolor abdominal,
hiperglucemia y nefrotoxicidad. El régimen profilactico utilizado es en combinacién con
ciclosporina. La dosis habitual es de 30 mg/kg/dia dividida en 2 dosis por via oral iniciando
su administracion en el dia +1. El tratamiento debe continuarse hasta 1 mes en el caso de
TCPH singénico o alogénico de donador relacionado, y hasta 3 meses en trasplantes de
donador no relacionado o haploidéntico acorde con las recomendaciones de la
EBMS/ELN del 2014 @9,
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OTROS FARMACOS UTILIZADOS COMO TERAPIA INMUNOSUPRESORA EN TCPH

Dentro de este rubro encontramos a la globulina antitimocito (ATG), el cual es una
inmunoglobulina policlonal que puede producirse mediante la inyeccién de timocitos en
caballos o conejos, y utilizando células de Jurkat como antigeno @3, La accion principal de
la ATG, conocida desde hace décadas, es la deplecion selectiva de linfocitos T mediada
por complemento. Este efecto ha sido aprovechado en diversos escenarios clinicos como
lo son el tratamiento de la anemia aplasica grave, la terapia de prevencién o rescate del
rechazo agudo en trasplante de 6rgano solido o como parte del tratamiento de varias
enfermedades autoinmunes. En el contexto del TCPH, se ha utilizado en regimenes de
acondicionamiento para trasplante alogénico de CPH y en profilaxis para EICH.

Ademas de su mecanismo de accién principal, la ATG es capaz de inducir la apoptosis de
las células B por la via de las caspasas, efecto que se ha utilizado para el tratamiento del
mieloma multiple. Cuando se utiliza como parte del acondicionamiento de pacientes que
recibirdn un TCPH, se ha visto que promueve una desviacion de fenotipo de las células
dendriticas — las mas potentes células presentadoras de antigenos — impidiendo su
maduracion. Las células dendriticas inmaduras muestran ‘tolerancia’ inmunolégica a
diferencia de las células dendriticas maduras que activan linfocitos T.

Otro efecto es su capacidad de modular la expresién de quimiocinas, moléculas de
superficie de leucocitos y células endoteliales, promoviendo a su vez la proliferacion de
linfocitos T reguladores y ‘natural killer’. 7

Existen dos presentaciones disponibles en la actualidad. Las dosis recomendadas para
profilaxis de EICH para ambas presentaciones son las siguientes: 10 mg/kg por 3 dias
para ATG-Fresnius®, (dosis total de 30 mg/kg) y para Thymoglobulin® de 2.5 mg/kg por 3
dias (dosis total 7.5 mg/kg), ambos administrados en los dia -3, -2 y -1. La globulina
antitimocito también puede ser utilizada en el tratamiento de la EICH aguda como agente
de segunda linea 9,

Actualmente existen muchos otros farmacos y estrategias terapéuticas valoradas en la
profilaxis y tratamiento de la EICH aguda y crénica que han ido ganando terreno dentro de
esquemas alternativos o bajo indicaciones muy especificas, sin embargo su revision

escapa al propésito del presente trabajo.
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LA CICLOSPORINA Y SU PAPEL EN EL TCPH

Como se menciond previamente, en un breve lapso de tiempo la Ciclosporina se convirtio
en uno de los farmacos mas utilizados a nivel mundial para la prevencién de la
enfermedad injerto contra huésped en pacientes con trasplante alogénico de CPH.

Tras los estudios iniciales de Powels ©® y Barrett ® a principios de la década de los 80’s,
se demostré que la administracion de la ciclosporina en conjunto con metotrexato tenia
como resultado la reduccién en la incidencia y severidad de la EICH aguda, lo cual se
reflejaba en la supervivencia que también mostré un aumento significativo.

De manera inicial los estudios realizados en esa época reportaban una alta incidencia de
toxicidad, lo cual se debia principalmente a las limitantes tecnolégicas para una adecuada
medicion de los niveles del farmaco, llegando a reportarse incluso hasta concentraciones
de 1000ng/mL. G® 9

A este respecto, a pesar de la amplia experiencia con el uso de ciclosporina en el
postrasplante de CPH, aln existen limitantes derivadas de su farmacocinética con las
cuales el clinico tiene que lidiar dia con dia a fin de asegurar a cada paciente el beneficio
maximo del tratamiento.

Una revision realizada en el 2015 por Tafazoli “® y colaboradores puso al dia la
farmacocinética de la ciclosporina en el contexto especifico del TCPH. Se encontraron
varios aspectos importantes a considerar. El punto mas relevante tiene que ver con la
fase de absorcién de la ciclosporina en donde se presenta una variabilidad que oscila
entre el 20% y 50% para la biodisponibilidad oral de la ciclosporina. Mas auln, la presencia
de comida o bilis en el estbmago retrasa su absorcion y condiciona una concentracién
maxima en sangre menor con un tiempo para alcanzar el pico maximo menos predecible.
Incluso en un mismo paciente la absorcién via oral puede variar segun su condicion
clinica. Ante una inflamacién extensa de la mucosa gastrica se han observado
concentraciones mayores de ciclosporina en sangre a una dosis fija, esto explicado por
una pérdida parcial de la integridad de la barrera epitelial gastrica. Por otro lado, en el
caso de un paciente con diarrea, la absorcién se vera disminuida al igual que la
concentracion pico alcanzada en sangre.

Esto es de suma importancia en el paciente postrasplantado de CPH ya que a diferencia
de los recipientes de otro tipo de trasplantes, cuentan con factores de riesgo para
alteraciones gastrointestinales como lo son el régimen de acondicionamiento recibido, el

siempre posible desarrollo de mucositis, y la misma afeccién gastrointestinal de la EICH.
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En cuanto a la fase de eliminacibn de la ciclosporina, su metabolismo es
preponderantemente hepético, a cargo de la isoforma 3A de la citocromo P450 (CYP3A),
por lo que en el paciente que ha recibido quimioterapia hepatotdxica esto puede alterar la
excrecion del farmaco. Ademas, la ciclosporina presenta circulaciéon enterohepatica la cual
también presenta gran variabilidad entre individuos.

Incluso durante la infusion intravenosa existe diferencia relacionada con el intervalo de
administracién y la velocidad de infusion, por lo cual algunos centros utilizan infusion
continua de 24 horas para el postrasplante inmediato, mientras otros estandarizan la
infusién a dos dosis cada 12 horas infundidas en 2 horas “Y “2, Ambas medidas tratan de
mantener un area bajo la curva lo mas estable posible durante el periodo critico de los
dias que preceden al acoplamiento del injerto y para el caso de infusiones cortas no se ha
visto aumento de reacciones adversas, toxicidad o intolerancia. “?

La eliminacion renal es minima, con menos de 1% de la dosis de ciclosporina y menos de
5% de sus metabolitos detectados en orina. ¥

En cuanto a la distribucion de la ciclosporina, se observa un aclaramiento mas rapido de
los niveles en sangre a mayor porcentaje de tejido adiposo, sin lograrse una correlacion
clara de esta con el peso corporal total. Mas aun, un estudio publicado en el 2008 por
Willemze y colaboradores “¥ realizado en pacientes pediatricos con TCPH concluyé que
al no existir esta correlaciéon del peso corporal con la distribucién y aclaramiento del
farmaco, la estrategia para el calculo inicial de la ciclosporina no deberia considerar este
parametro ya que la variabilidad se encuentra en relacién a muchos otros factores como
los ya mencionados. “4

Los aspectos bioquimicos y farmacoldgicos del mecanismo de accion de la ciclosporina
ya han sido discutidos previamente en esta revision; sin embargo cabe resaltar que la
capacidad de suprimir la respuesta inmune alorreactiva derivada de los linfocitos T del
donador es el aspecto fundamental para la reduccion de la morbimortalidad secundaria a
EICH de los pacientes con TCPH y por lo tanto la investigacion se encamina hacia lograr
el maximo efecto inmunosupresor. Pero debe quedar claro también que la intensidad de la
inmunosupresion postrasplante es uno de los mas importantes determinantes del riesgo
de recaida a través del impacto negativo o positivo que pueda tener sobre el efecto injerto
contra leucemia, siendo este efecto particularmente relevante en pacientes que se
someten a un TCPH con un acondicionamiento de intensidad reducida, en donde

representa el mecanismo anti-leucémico dominante.
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Por lo anterior, la estrategia debe ir encaminada hacia la modulacién de la intensidad y
duracién de la inmunosupresién postrasplante de acuerdo al riesgo percibido de EICH y al
riesgo de recaida de la enfermedad que se estime en cada paciente, individualizando asi
las caracteristicas del tratamiento profilactico para lograr el equilibrio que le brinde el
méaximo beneficio.

De ahi la importancia del seguimiento del paciente post TCPH con mediciones repetidas
de los niveles de ciclosporina en suero para guiar los ajustes de dosis, la estrategia de
administraciébn y de esa manera optimizar tanto en concentracibn como en tiempo de
exposicion la terapéutica y lograr el mejor resultado clinico posible de una farmacoterapia
que continda siendo la base de la prevencién de una de las principales causas de morbi-

mortalidad en estos pacientes.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los factores de riesgo asociados al TCPH pueden desencadenar condiciones graves y
potencialmente mortales cuando no son ponderadas de manera correcta. La evaluacién
del sistema inmunoldgico del receptor y el equilibro de los componentes efectores, son de
vital importancia para el equipo clinico, ya que la activacion o supresion del sistema
inmunolégico se va a asociar al estado clinico del paciente pediatrico (infecciones, EICH
aguda o cronica, injerto contra leucemia). Dentro de las principales estrategias para
disminuir esta situacién, la modificaciéon del régimen de acondicionamiento es la mas
utilizada, ya sea mediante la adicién de nuevos agentes o del aumento en la dosis de los
agentes disponibles, sin embargo, esto ha conducido a un aumento en la morbilidad y en
la mortalidad, por otro lado el manejo de la inmunosupresion utilizando inhibidores de la
calcineurina como la ciclosporina. Por ello es necesario implementar estrategias analiticas

que permitan monitorizar la inmunosupresion.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cudl es la utilidad clinica de la cuantificacion de la ciclosporina en los pacientes

pediatricos con trasplante de células progenitoras hematopoyéticas?
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JUSTIFICACION

La inmunosupresion en el postrasplante de células progenitoras hematopoyéticas es de
gran importancia para lograr un trasplante exitoso. La cuantificacion de los niveles de la
ciclosporina en el paciente con trasplante de células progenitoras hematopoyéticas
permite es crucial para que el medico realice las intervenciones necesarias para
mantener la homeostasis del sistema inmunoldgico y asi favorecer la expansion de
células efectoras derivadas del trasplante, generando una inmunidad adaptativa eficiente,
ademas de que el monitorear los niveles de ciclosporina en sangre periférica es una forma
indirecta de la evaluacion del riesgo de EICH. Diversos estudios han sefialado la
importancia de la cuantificacion de los niveles de ciclosporina proporcionando informacion

mas especifica de la inmunosupresion.

OBJETIVOS

General

Evaluar la utilidad clinica de la cuantificacion de la ciclosporina en los pacientes

pediatricos con trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.

Especificos

¢ Cuantificar los niveles de ciclosporina en pacientes con trasplante de
células progenitoras hematopoyéticas.

e FEvaluar la dosis y los niveles de ciclosporina detectados por
guimioluminiscencia.

e Analizar la utilidad de la cuantificacion de los niveles de ciclosporina y

relacionar la dosis con la EICH.
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HIPOTESIS

En los pacientes pediatricos sometidos a trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas, la cuantificacion de la ciclosporina realizada de forma secuencial
genera evidencias de la tolerancia y homeostasis del sistema inmunoldgico del hospedero

y las células trasplantadas.

METODOLOGIA

Se realiz6 un estudio descriptivo, retrospectivo y analitico en el que se incluyeron
pacientes de 0 a 18 afios de edad con trasplante de células progenitoras hematopoyéticas
del Hospital Infantil de México Federico Gomez.

Método de Muestreo: No probabilistico: Consecutivo y por conveniencia

Descripcién General del Estudio

Se realizé una revisién de los niveles de ciclosporina realizado a los pacientes con TCPH
realizado en el periodo de Julio del 2015 al 2016.

1.- A todos los pacientes entre 0 y 18 afios de edad reclutados durante el tiempo del
estudio y en quienes se realiz6 TCPH, se les tomo una muestra de 3ml de sangre

periférica para realizar la cuantificacion de los niveles de ciclosporina.
2.- Posteriormente se tomaron de 1 a 11 tomas de sangre periférica para cuantificar los
niveles de ciclosporina por guimioluminiscencia de acuerdo a la condicion clinica y bajo

los criterios de los medios tratantes para evaluar el efecto de la ciclosporina.

Todo ello con carta de consentimiento informado y asentimiento del menor cuando asi

proceda
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Criterios de Inclusién

» Pacientes del Hospital Infantil de México Federico Gomez <18 afios en

quienes se realiz6 el TCPHy que aceptaron participar en el estudio.

Criterios de Exclusion

» Pacientes previamente incluidos cuya muestra sea insuficiente al momento

del experimento (cuantificacion de ciclosporina)
Criterios de Eliminacion
+ Pacientes cuyo cuidador primario o tutor decida no continuar participando
en el estudio.
» Pacientes que pierdan seguimiento.
Procedimiento de laboratorio para la cuantificacion de la ciclosporiona:
* Medicién de Ciclosporina A mediante un ensayo de quimioluminiscencia.
Requisitos de la muestra
a) Preparacion del paciente: no haber tomado medicamento hasta que se le tome la
muestra. Excepto en sospecha de intoxicacion que se puede tomar en cualquier
momento (es necesario conocer la Cmax del farmaco).

b) Tipo de muestra: sangre total.

c) Condiciones de la muestra: muestra tomada recientemente antes de la

administracién de la dosis (5-10 min. antes).

d) Identificacibn de la muestra primaria: tubo identificado con nombre, y que

corresponda con la solicitud la cual debera contener los siguientes datos:
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Nombre del paciente

Edad

Registro

Fecha

Sala

Nombre del médico solicitante
Peso

Dosis

Hora de ultima dosis

Hora de toma de muestra

e) Volumen de la muestra: 3 mL.

f) Estabilidad y conservacion: hasta 7 dias refrigeradas a una temperatura entre 2°C

y 8°C antes del analisis. Hasta 6 meses a temperatura inferior a - 10°C. No mas de

9 meses debido a pérdida del 46%.

g) Criterios de rechazo:

Muestra tomada en horario inadecuado (ver inciso ¢)

Datos del tubo no coincidan con la solicitud.

Muestra con coagulo.

Volumen menor al indicado.

Muestra en tubo Microtainer®.

Muestra en tubo sin anticoagulante.

Muestra con otro anticoagulante diferente al EDTA (como heparina o

citratos).

Caracteristicas del ensayo de medicidn

Se utilizaron microparticulas recubiertas con la molécula de captura especifica del analito

que se desea detectar (microparticulas recubiertas de anticuerpo monoclonal de ratén),

analito medido y un conjugado marcado con acridinio.
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La muestra, el diluyente del ensayo y las microparticulas paramagnéticas recubiertas de
anticuerpo anti-CyA se combinan para formar una mezcla de reaccion. La CyA presente
en la muestra se une a las microparticulas recubiertas de anticuerpo anti-CyA. Después
de una pausa, se afiade el conjugado de ciclosporina marcado con acridinio a la mezcla
de reaccion. El conjugado de ciclosporina marcado con acridinio compite por los sitios de
unién disponibles en las microparticulas. Después de una incubacién, se lavan las
microparticulas y se afiaden las soluciones preactivadora y activadora a la mezcla de
reaccion, produciéndose una reaccién de quimioluminiscente que se mide en unidades
relativas de luz (URL). Existe una relacion indirectamente proporcional entre la cantidad
de ciclosporina presente en la muestra y las URL detectadas por el sistema éptico del
Architect®.

Control de calidad en el procedimiento de medicion

Se utilizan controles de tercera opinion de la marca BIORAD® con 3 niveles de
concentracion, nivel 1, nivel 2 y nivel 3; los cuales se procesan como si fueran muestras.
Frecuencia: 3 veces a la semana (dias en que se procesa Ciclosporina).

Programa de control de calidad externo: Cada 15 dias

Analisis estadistico

+ Se realiz6 estadistica descriptiva con frecuencias absolutas y relativas

(porcentajes), y graficos de barra y circular

CONSIDERACIONES ETICAS

* La investigacion realizada es parte del andlisis de los protocolos de atencién a los
pacientes pediatricos con Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas del
Hospital Infantil de México Federico Gémez.

* Riesgo de la investigacion
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+ De acuerdo a la Ley General de Salud la presente investigacion es de riesgo
minimo, ya que la toma de muestras de sangre es recomendable para el
seguimiento de los pacientes trasplantados en quienes se realizan citometrias
hematicas y pruebas bioquimicas.

+ Cabe mencionar que los resultados de la cuantificacion de la ciclosporina se
informaron el mismo dia de la toma de muestra, esto permitié que los médicos
tratantes tomaran la decision de modificar el tratamiento de sus pacientes de
considerarlo necesario.

* Todos los procedimientos que se llevaron a cabo en el presente proyecto de
investigacion se apegaron a las normas éticas, al Reglamento de la Ley General

de Salud en Materia

RESULTADOS

Se realizé la revision retrospectiva de la cuantificacion de niveles de ciclosporina en 29
pacientes, de los cuales se excluyeron 11 pacientes en quienes no se identificaron datos
clinicos suficientes acerca del trasplante.

Se incluyeron en el estudio 18 nifilos con trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas, los cuales corresponden a 6 pacientes femeninos y 12 pacientes
masculinos. La mediana de edad fue de 9 afios con intervalo de 1 a 17 afios de edad

cumplidos. Las caracteristicas generales de los pacientes se describen en las tablas 1 y 2.
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Tabla 1. Descripcion de las caracteristicas generales de los pacientes.

No. Género Edad DIAGNOSTICO FECHA DE TIPO DE TCPH Diagnéstico de Peso Dosis de Dosis Modificacién No. de
(afios) TCPH EICH u otra (kg) CYA por kg de dosis mediciones
caracteristica
1 M 6 LMA M2 en 2da remisién 15/07/2015 Alogénico donador no - 20 30mg/12h 3 si 4
relacionado cordén
umbilical
2 F 15 LLA de muy alto riesgo 11/03/2015 Alogénico donador - 50 130mg/12h 5.2 si 5
por cromosoma Filadelfia relacionado HLA
compatible 100%
3 M 12 Leucemia aguda 25/05/2016 TCPH alogénico, donador - 34 50mg/12h 2.9 si 3
Linfoblastica en tercera no relacionado
remisién (antecedente de
recaida testicular y
segunda recaida a MO).
4 F 8 LLA de muy alto riesgo 13/12/2015 Haploidéntico de donador Falla secundaria 20.5 6mg/kg/dia 6 no 1
por cromosoma Filadelfia materno al injerto
positivo
5 M 4 LMA M2 con monosomia 02/03/2016 Alogénico donador no EICH agudo 15 45mg/12h 6 si 9
7, alto riesgo. Falla al relacionado cutaneo
injerto (TCPH
haploidéntico donador
materno).
6 M 13 LLA en segunda remision. 17/06/2015 Alogénico donador Si (10.08.15) 55.6 60mgkd 2.1 si 11
relacionado HLA
compatible 100%
7 M 17 LMA secundaria. 22/06/2016 TCPH haploidéntico EICH cutaneo 60 - si 1
Antecedente de donador materno
Rabdomiosarcoma
(primario en paladar).
8 F 5 LLA recaida temprana a 02/05/2016 TCPH haploidéntico EICH cutaneo 16.2 10mg/12h 1.25 si 5
MO. TCPH haploidéntico donador materno
donador materno. Falla
secundaria al injerto.
9 M 15 Anemia aplésica 10/09/2015 Alogénico donador Si (30/09/2015) 54 135mg 5 si 2
30/09/2015 relacionado
10 M 11 Adrenoleucodistrofia 08/04/2015 Alogénico donador no - 58 60mg/12h 2 si 3
relacionado de cordén
umbilical
11 M 16 LMA en segunda remision 04/03/2015 Alogénico donador - - - si 4
relacionado haploidéntico
12 F 2 LMA M4, fallaa 2 15/09/2016 TCPH haploidéntico - 13.2 4.9 mg 4.9 si 3
inducciones donador materno
13 F 14 Anemia aplésica Alogénico donador 35.1 100mg 5.7 si 3
relacionado
14 M 1 LLA de alto riesgo por Alogénico relacionado SI 8.7 26mg 5.9 si 6
1(9,22)
15 M 16 LMA M4 en segunda 14/05/2015 Alogénico donador no Si (21/07/2015) 71 230mg 6.4 si 10
remision relacionado HLA 100%
compatible
16 M 10 LLA en 3ra remision, 06/09/2016 TCPH alogénico 80% - 245 3.6mg 3.6 si 4
antecedente de recaida a compatible
MO. Falla primaria a
injerto TCPH
haploidéntico, falla
secundaria a injerto TCPH
alogénico
17 F 1 Sindrome de Hurler 30/04/2015 Alogénico donador no - 11 - si 6
04/05/2015 relacionado de cordén
umbilical
18 M 6 Trombocitopenia 01/04/2016 TCPH alogénico células Falla al injerto - 14mg no 1
amegacariocitica cordén umbilical

trasplante de células progenitoras hematopoyéticas; HLA, antigeno leucocitario humano.

LLA, leucemia linfoblastica aguda; LMA, leucemia mieloide aguda; MO, médula ésea; TCPH,
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Tabla 2. Caracteristicas demograficas y tipo de trasplante de los pacientes estudiados.

TOTAL DE PACIENTES POR GENERO
MASCULINO FEMENINO
12 (66.6%) 6 (33.3%)
RANGO DE EDAD (afios) MEDIA DE EDAD (afios)
1-17 9.6
RANGO DE EDADES (aiios) No. DE PACIENTES
1-4 4
5-8 4
9-12 3
13-17 7
TIPO DE TASPLANTE No. de pacientes
Alogénico donador no relacionado 4
Alogénico donador relacionado 6
Haploidéntico donador materno 4
Alogénico de corddn umbilical 4

Los diagnésticos de base de los pacientes incluidos fueron, leucemias agudas
linfoblasticas, leucemias agudas mieloblasticas y otras patologias no malignas como la
anemia aplasica entre otras. (Grafica 1)

Grafica 1. Distribucién de los diagnésticos de los pacientes sometidos a TCPH

Distribucién de pacientes por diagndstico
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Los tipos de trasplante fueron: haploidéntico (4), alogénico no relacionado (4), de cordon
umbilical (4), y alogénico relacionado (6).

La dosis de ciclosporina administrada a los pacientes fue calculada en mg por kg de peso
por dia y fue una mediana de 4.28 mg/kg/dia con intervalos de 1.25 a 6.4 mg/kg/dia, sin
embargo, estas dosis fueron siendo modificadas segun el valor de la cuantificacion
realizada por el laboratorio y el estado clinico del paciente con respecto a la aparicién de
infecciones, enfermedad injerto contra huésped y a signos y sintomas de toxicidad.

El nimero de mediciones de los niveles de ciclosporina por paciente fueron de 1 a 11 con
una media de 4.8 y una mediana de 4, lo que refleja que una distribucién homogénea en
el seguimiento analitico de inmunosupresién indirecta, teniendo en cuenta que el nimero
de las cuantificaciones depende del estado clinico del paciente.

La enfermedad injerto contra huésped presentada en este grupo de pacientes fue del
38.9% la cual fue manejada con diferentes dosis de corticoesteroides, asi como la
modificacion de la dosis de la ciclosporina.

Se identific6 un 36.1% de niveles infraterapéuticos (menor de 100ng/mL), 50.6% en
niveles de decision terapéutica (de 100 a 300 ng/mL) y un 13.2% en rangos
supraterapéuticos (mayor de 300ng/mL). Tabla 3 y Gréfica 2

Tabla 3. Relacién del nimero total de determinaciones de niveles de ciclosporina (CYA)
realizados en los 18 pacientes incluidos en el estudio y el rango de decisién terapéutica

encontrado.

VALOR DE DE CYA (ng/mL) | No. DE DETERMINACIONES
<100 30
100 - 300 42
>300 11
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Gréfica 2. Porcentaje de determinaciones de ciclosporina (CYA) en los distintos rangos
de decisidn terapéutica para la totalidad de las mediciones realizadas a los 18 pacientes

incluidos en el estudio

Porcentaje de determinaciones de
CYA en los distintos rangos de
decision terapéutica

B <100 ng/mL
M 100 - 300 ng/mL
M >300 ng/mL

DISCUSION

Realizar el correcto monitoreo de la terapia inmunosupresora en los pacientes sometidos
a TCPH es indispensable para el éxito del mismo, pues dentro de los factores mas
importantes que afectan negativamente a los pacientes que son sometidos a este
procedimiento se encuentran la presencia de EICH (agudo y cronico) y fallas en el
tratamiento inmunosupresor. El desarrollo de la EICH aguda se ve influido por: el nimero
de linfocitos T maduros del donador que tienen capacidad alorreactiva infundidos al
momento de realizar el TCPH, la discordancia de HLA o la incompatibilidad de género
entre donador y receptor, la intensidad del régimen de acondicionamiento aplicado, la
reactivacion de virus como el CMV (citomegalovirus) y la fuente celular. La EICH crénica
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es una respuesta inmune dirigida contra el sistema inmune del receptor, la cual puede
inhibir por si misma la funcién de las células T limitando la diversidad de TCR, el
desarrollo de células T y produciendo disfuncion en la produccion de efectores,
generalmente mediante dafio de la médula désea y/o timo, apoptosis y liberacién de
citocinas. La EICH aguda disminuye sustancialmente la produccién timica y la
recuperacion de linfocitos T CD4+, asi como el repertorio de células T.

Cuando de manera simultanea existe la presencia de linfopenia, en el contexto de la EICH
y con un tratamiento inmunosupresor prolongado, existe un alto riesgo de infecciones
recurrentes durante al menos un afio posterior al trasplante con virus latentes y patdégenos
oportunistas, en nuestra poblacién este tipo de eventos afecta de manera negativa el
desenlace de los pacientes, aumentando la mortalidad asociada al TCPH.

Lo identificado en la monitorizacion de la cuantificacion de ciclosporina en los pacientes
con TCPH de nuestra poblacion es diferente de lo reportado en la literatura @V ya que las
recomendaciones de algunos centros de trasplantes es realizar la monitorizacion de los
niveles de ciclosporina tan frecuente como 2 veces por semana, lo que ha permitido
evaluar la farmacocinética de forma mas estrecha en el postrasplante, y sobre todo en el
contexto de un farmaco que presenta gran variabilidad inter e intra-paciente como se
revisé previamente.

En nuestra Institucion, estrategias de este tipo pueden generar un alto costo al
seguimiento de los pacientes, repercutiendo directamente en nuestra capacidad de
atencion. Sin embargo, es necesario establecer un protocolo que guie el seguimiento de
nuestros pacientes, aun cuando cada uno de ellos requiera de un esquema de

inmunosupresion personalizado por el tipo de TCPH y la enfermedad de base.

Se identific6 un 36.1% de niveles de ciclosporina infraterapéuticos, que pueden estar
influidos por la biodisponibilidad propia del medicamento o asociados a la disminucion per
se por la condicién clinica del paciente, como lo reporta Tafazoli “9, quienes observaron
gran variabilidad en los niveles de ciclosporina en sangre tras su administracion oral
determinados por factores asociados a su absorcién como lo son los distintos excipientes
utilizados en las formulaciones, la presencia de alimento o bilis en la cavidad gastrica, o
bien la integridad de la mucosa gastrica e intestinal que puede verse comprometida en el
paciente postrasplantado. Su grupo recomienda entonces que debido a esta variabilidad
farmacocinética entre pacientes e incluso en un mismo paciente a un distinto tiempo, las

decisiones clinicas y terapéuticas se deben considerar con un nivel de ciclosporina
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obtenido en un estado estable, el cual se alcanza hasta pasadas 3 vidas medias del inicio
de su administracion o cambio de dosis, lo que corresponde aproximadamente a 3 dias.
Por otro lado, Kimura S y cols. “Y reportan que el momento de la administracion de la
ciclosporina pudiera estar asociado a los efectos directos que se pretenden alcanzar en
el postrasplante inmediato, esto no sélo para la via oral sino también para la via
intravenosa, en donde observaron que incluso la velocidad de infusién es un factor
determinante de las concentraciones finales alcanzadas en el estado estable,
independientemente de los intervalos de administracion, recomendando asi infusiones no
mayores a 2 horas en casos de dosis divididas “V 2. el 50.6 % de los niveles medidos se
encontraron dentro de rango terapéutico, lo que nos refleja una inmunomodulacion
adecuada, que tiene como finalidad la expansién periférica de las células trasplantadas.
Finalmente, un 13.2% con niveles supraterapéuticos, lo cual aumenta el riesgo de
presentar toxicidad inherente al medicamento y predispone a infecciones, ya que se
pierde la capacidad de respuesta de las células efectoras y los virus que se encuentran en
latencia se pueden reactivar.

Es importante que se consideren los fenotipos para ajustar las dosis correspondientes de
cada paciente ya sea metabolizador lento, rapido o ultrarrapido acorde a lo recomendado
por la Food and Drug Administration (FDA).

CONCLUSION

La cuantificacion de los niveles de ciclosporina es fundamental para el periodo
postrasplante de células progenitoras hematopoyéticas, sirviendo como apoyo para las
intervenciones clinicas que el médico pudiera realizar de forma prematura con el objetivo
de lograr la inmunomodulacion adecuada a la etapa clinica del paciente y asi favorecer la
expansion periférica de las células trasplantadas, reduciendo los riesgos de la
enfermedad injerto contra huésped, asi como la aparicién de infecciones oportunistas y en

latencia.
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LIMITACION DEL ESTUDIO

Los resultados presentados en este estudio fueron obtenidos de datos retrospectivos, lo
gue permitié realizar la descripcién del comportamiento de los niveles de la ciclosporina,
sin embargo, tienen la limitante de ser mediciones no protocolizadas, limitadas y
heterogéneas en cuanto al nimero de mediciones por paciente y el tiempo entre las

mismas.

PERSPECTIVA

Esta investigacion es la base para futuros proyectos enfocados en la cinética de los
inmunosupresores administrados en los pacientes con trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas, y que de esta manera pueda ser posible el establecer preguntas de
asociacion principalmente hacia el riesgo de enfermedad injerto contra huésped.
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